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SummaηThe present study was carried out to analyze the effects of erythromycin 
on functions of polymorphonuclear leukocytes (PMN) and immunocompetent cels in mice. 
Administration of erythromycin (EM) reduced phagocytic activity as determined by 
chemiluminescence， although chemotaxsis and elastase production of PMN were not 
affected. These were consistent with results obtained from PMN of EM-treated patients 
with chronic lower respiratory infections. However， serum of EM-treated mice exhibited 
suppressive activity to mitogenic activity of recombinant interleukin 1 (rIL-l)， when serum 
was prepared from mice 2h after intravenous injection of heat-ki1led Pseudomonas aeru-
ginosa. Inhibition of IL-1 activity by this serum was neutralized by anti-mouse αj-antitryp崎
sin (αj -A T) antiserum to a significant extent. 
Furthermore， mouse splenocytes cultured with several concentrations of EM produced 
higher levels of IL-2 upon stimulation with concanavaline A (Con A). IL-2 production by 
splenocytes increased in proportion to increasing doses of EM (2一切g/mD，but EM 
suppressed IL-2 production at doses higher than 10μg/ml. These results were consistent 
with the results of Con A -induced blastogenesis of splenocytes. Additionally， IL-1 produc剛
tion by PMN and alveolar macrophage was also enhanced by EM in the dose range of 2 
5μg/ml. 
To analyze the kinetics of production of IL-1 suppressive factor in serum， supernatant 
fluids from cultures of mouse hepatocytes with EM were tested for αj -A T activity and IL 
-1 inhibitory activity. Upon stimulation with IL-1， cultured hepatocytes produced αj-AT 
in the presence of EM (5-10μg/mD higher than did hepatocytes cultured without EM. 
Furthermore， supernatant fluids of hepatocytes cultured with EM exhibited suppressive 
activity to IL-1. 
These results suggest that EM can exert regulatory functions in host defense mecha-
msms. 
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的には証明されてきている 1) さらにこの療法は Haemo-
philus influenzae， Pseudomonas aeruginosa 以下 P.
aeruginosa)などの感染菌の種類に関係なく有効である
























好中球の採取は Thioglycolate(以下 TGC，Difco 
Laboratories， Detroit. Mich.) 2.5mlをマウス腹腔内投
与5時間後， 4'Cにしておいた HBSS(Hanks'balanced 
salt solution) 5ml にて peritoneallavageにより腹腔浸
出液 (peritonealexudate cells以下 PEC)を回収し，
50xgにて 5分間遠心した.沈澄をよくほぐしてから 4.
5mlの蒸留水を加えすばやく撹持し残存赤血球を溶血せ
しめ， 20秒以内に 10倍濃度の PBS(ー)(phosphate 
buffered saline， Ca++およびMg十+木含〉を加えた.
HBSSで2回洗浄した後 5mMHEPES-MEM (Eagles' 
minimum essential medium， phenol red不合， 日水，
東京〉にて 3x106/mliこ調整した〔以下好中球浮世毒液と呼
ぶ).好中球浮世草液中の好中球の割合は cytosmearanal-


























捨て沈i宣言ピよくほぐした後， acetate buffer (pH4.2)を
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1ml加え，そのまま測定日まで-80'Cにて冷凍保存し cel harv巴stor(Skatron， Sweeden)にて細胞を集め，
た.測定日にすべてのサンフツレを解凍し，超音波破砕を 細胞内の DNA中に取り込まれた [3HJthymidin巴量を
30秒間行なった後， 100xgにて 5分間遠心してその上清 1iquid scintillation counter (Beckman)にて既知の方
を好中球巴lastase抽出国分として実験に用い，前報と同 法8)に従って測定した.
じく Congo Red elastin法')にてクロマトスキャナー 10) IL~2 assay 
CS-930 (島津製作所〉により， 485nmでの吸光度を測定 PRMI 1640 complete medium に牌細胞 106/ml~こ
し， controlマウス(nニ 8)で、の値との比による%control EM (0.2-20μg/ml)及びConA(5μg/ml)を添加後，
として表わした tissueculture T-flask内に 10ml加え， up-right posi-
7) IL-1刺激による好中球からの elastase放出に対 tionにて CO2incubator内で 18時間培養した. celー
する EMの影響 fre巴の培養上清に a-m巴thylmannosideを20mg/mlの
無処置のマウス (n二 8)について実験を行なった.好 濃度で加えたものを IL-2標品とした.IL-2 assayは， IL
中球の刺激には後述の IL-1assayの方法で作成したマ ー2depend巴ntmouse T cel lineのHT-2celを用いて，
ウス腹腔macrophage(Mφ〉由来の IL-1を用いた Oppenheimら9)の方法に従って行なった.
96穴 tissueculture plat巴(Corning)に100μlの好中 11) IL-1 assay 
球浮世寺液(1x106/ml)と 50μlのIL-1(10%v/v)含有 Thioglycholate medium (Difco) 3mlを腹腔内投与 4
MEMを入れ， 5%， CO2の条件下で 1時間作用せしめ， 日後に，5 mlのcoldHBSSにて PECを回収し， HBSS 
好中球を刺激することにより elastaseの放出を誘導し にて 3回洗浄後， RPMI complete medium ~こて 2x106/
た mlの濃度に調整して， 24穴 tissueculture plate (Corn-
この放出に対する EMの効果を見るために，最終濃度 ing)の各w巴110こ1mlずつ加え， 37'C， CO2 incubator内
として 1μg/ml，5μg/mlとなるように Erythromycin で2時間静置した.非付着性細胞を十分に洗浄除去した
lactobionate (ダイナボット〉を添加し合計 20μl/well 後， LPS (lipopolysaccharide)を5μg/mlの濃度に添加
としたものを EM添加群， EMのかわりに MEMを加え した新しい mediumを500μl加え，さらに EMを0.2
同じく 20μl/wellとしたものを EM非添加群とした -20μg/mlの濃度に添加した後， CO2 incubator内でー
上清中の elastase活性を好中球elastase活性と同様 夜培養した. IL-1 活性の測定は， Mizelのco-stimula-
Congo Red elastin法により測定し， EM添加群での値 tion assayの方法10)に従い， C3H/HeJ mouseの胸腺細
をEM非添加群での値で除して求めた%controlによ 胞を用いて以下の如く行なった.
り比較した IL-1襟品 100μlに， RPMI complete mediumにて
8) 血清の elastase抑制活性の測定 10'/mlに調整した胸腺細胞浮世草液 (0.4μgphytohemag-
EM経口投与 1ヵ月後のマウス (n=5)のretro- glutium含有)100μlを加え，組織培養用 96穴プレート
orbital venous plexusより採取した血液より血清を分 を用いて 37'C，5% CO2の条件下で、 72時間培養した.培
離し elastinagar plate法にて測定した porcinepan- 養終了 18時間前に lμCiの [3HJthymidineを添加し，
creas elastase (Sigma)の作用による elastinfragment 胸腺細胞の DNAに取り込まれた radioactivityを測定
の融解によって生じるc1ear zoneの血清による抑制率 した.
を%elastin inhibitionとして算出し評価を行なった 12) マウス血清の IL-1抑制効果
9) Con A-induced blastogenesis 正常マウス及びEM投与マウスに非特異的な炎症を
マウス牌細胞を 5x106/mlの濃度に RPMI complete 惹起するためにグラム陰性梓菌の加熱死菌として P
med 
慢性下気道感染症に対する Erythromycin長期投与療法の作用機序に関する研究 (707) 
ウスの肝臓を下大静脈から 20mlのCa++，Mg++-free 
Hanks' 日olution(CMFS)で潅流した後， 0.07% col. 
lagenase (type IV， Sigma Chemical Co.， S1. Louis， 
Mo.)及び0.1%bovine serum albumin (BSA， fraction 
V， Sigma)及び 4mMCaCl2含有の Hanks液 20mlで潅
流した.その後肝臓を摘出後， BSA含有 Hanks液中で
肝臓をほぐし， 2層の滅菌ガーゼでろ過した後， 50xg iこ
て2分の遠沈を 3回繰り返し肝実質細胞を得，生細胞数
を測定後(生存率 90%以上の標品のみ使用)， 2x106/ml 
の濃度に WilliamsE培地 (0.075%sodium bicarbon. 
ate， 10mM HEPES， 2mM L-glutamine， 5U/ml hepar. 
in， 1μM Insulin， 1mM dexamethason phosphate， 5% 
fetal calf serum及びp巴nicillin100U /ml， streptomycin 
50μg/ml， gentamycin 50μg/ml含有〉にて調整後， col. 
lagen-coated tissue cultur巴plat巴 (24穴， Corning)に










100μlの坑マウス albumin(Organo Teknika Corp.-





8v/cmで泳動した. controlにculturemedium， stan. 





Table 1 iこ示す如く， control群は 1-4週の平均が
stimulation indexとして1.00士0.23であったのに対し，
EM処理群は投与後 1週目 0.85:t0.26，2週日1.14:t0.




同じく Table1に示す如く， control群は 1-4週の平
均が stimulationindexとして 1.00士O目的であったのに
対し， EM投与後 l週日で 0.35:t0.05とかなりの低下を
示したが， control群との聞には有意差は認めなかった.







3) 好中球 elastase活性 (Fig目 2)
% controlとして control群 100:t47.1%に対して，
EM投与マウス群 78.9:t14.2%controlで， EM投与した
マウスの方が低値ではあったが，両群聞には有意、差は認
Tabl巴1.Alt巴redfunctions of PMN obtained from EM同treated
mlc巴
Duration of 
treatment with EM 
Chemotaxis Chemiluminesc巴nce
Control group 1.0:t0.23 1.0:t0.59 
1 week 0.85土0.26 0.35士O目05
2 weeks 1.14士0.18 0.26:t 0.09* 
3 weeks 0.90:tO.l8 0.2土O目09*
4 weeks 0.92士O目。7 0.19士0.25*
Data are expressed as th巴stimulationindex (Sl.) 
Slニ Dataon test day jmeans of control data over a certain period. Each 
gruop consisted of 4 mice. 
Results were presented as mean士S.D
*;pく0.05versus control group. 
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めなかった. が， EM濃度の違いによる差は認められなかった.
4) 血清の elastase抑制活性 (table2) 6) Con A刺激による牌細胞の blastogenesisに対す
%巴lastas巴inhibitionとして control群 20.0:t7.l% るEMの影響 (Fig.4) 
に対して EM投与群 18.4土8.4%と，両者の問には有意差 5μg/mlの濃度までは EMを添加する事により Con
は認めなかった.これらの抑制活性は第 1報での場合と




EM非添加群 100:t2.6%に対し EM添加群では lμg/
mlの濃度で 68.2土20.3%(p<O.Ol)， 5μg/mlの濃度で
80.9:t15.8% (p<O.Ol)といずれも有意に抑制されていた
Table 2. % of巴lastaseinhibition of serum from 
EM日treatedmouse 
EM-treated group control group 
18.4:t8.4% 20.0土7.l%
Each group consisted of 5 mice 
% ealstas日inhibitionwas measured using the method of 
elastin agar口seplate and calculated as follows ; 
elastase activity of serum 



















1M 3M 6M 
Months of EM adrninistration 
Fig. 1. Chemiluminescence of alveolar macro-
phages from mice orally given EM. Data 
were expressed as the stimulation index 










































Control group EM-treated group 
[n~81 [n~81 
Fig. 2. Elastas巴 activityof PMN from EM-treated 
mlce. 
PMN elasase activity was measured by 
Congo Red巴lastinmethod. Data wer巴 ex-
pr巴ssedas % of control responeses. 
「一一一一P < 0.01-ーーーーー「
「ーP < 0.01・，r司明白NS-一一寸












































EM concentrations (pg/ml ) 
Fig. 3. Effects of EM on the release of elastase 
from PMN stimulated by IL-1 
The 100μ1 of PMN (10'/ml) were cul-
tured in wells of 96-well flat-bottomed 
culture plate with 25% (v/v) mouse IL-1， 
with or without EM， at3TC in 5% CO2 for 
60 min目 Elastaseactivity of each culture 
supernatant was m巴asuredwith Congo Red 
elastin method. Eight mice were used in 
each group. Data were expr巴ssedas % of 
control responses. 
慢性下気道感染症に対する Erythromycin長期投与療法の作用機序に関する研究 (709) 
A刺激に対する blastog巴nesisは有意に上昇したが，そ (0.2-2μg/mO.それ以上の濃度では漸減傾向を示し，
れ以上の濃度では漸減傾向を示し， 20μg/ml 以上では非 10μg/mlで非添加とほぼ同じになり， 15， 20μg/mlでは
添加時よりも抑制傾向を示した. 非添加時より低値となった.
7) IL-2 assay (Fig. 5) このことはAMにおいても同様の傾向であった.
EMを5μg/mlの濃度で添加した牌細胞培養溶液の上 9) EM投与マウス血清による IL-1抑制活性
清中に最も強い IL-2の産生が認められた.これは Con Fig.7に示す如く， EMそのものには IL-1抑制活性は
A刺激に対する牌細胞の blastogenesisにおける成績と 認められなかった.正常マウス血清 (NMS)およびEM
一致していた. 投与マウス血清 (EM-MS)中の IL-1抑制活性に差は認

























0.2 1 9 10 
pg/ml of EM 
20 50 
Fig. 4. Con A-induced blastogenesis of splenocytes 


























0.2 2 15 10 
)19' I ml of EM. 
Fig. 5. IL2 assay. Splanocytes were stimulated 
with 5 fj g/ml of Con A in the presence of 
EM for 18 hr. Supernatants were tested for 





}lgjml of EM 
Fig. 6. IL.1 assay. PEC were stimulated with LPS 
(5μg/ml) for 24 h with EM and cell-free 
supernatants were tested for IL.1 activity. 
IL.2 activity was measured by the co. 
stimulation assay 
Kcpm [3H1 TdR upt副乞e
10 20 30 40 
工L1
工Ll+ NMS* 
(p < 0.1) 
ILl + EM - MS* (p < 0.01) 
工L1+ NMS 
工Ll+ EM 司 MS
20 
Fig. 7. Inhibitory effect of serum for mice that had 
been orally given erythromycin. 
S巴rum(*) was prepared from mice 2 h 
aft巴ran intravenous inj巴ctionof 5 x 106 
heat.killed organisms of P.目。eruginosa.IL.1
activity was measur巴d by the co-
stimulation assay. 
NMS: normal mouse serum 




















肝細胞を IL-1刺激後 24時間中に産生される a'，-AT
量を，同時に産生された albumin量との比で表わした.
EM非添加あるいは添加しても 2μg/mlの濃度では a'，



















察考← positive control 
申 con七rol (rabbit 工g，20 )'1) 
Fig. 8. N eutralization of suppressive activity to 




































































































Fig. 10.Relationship between suppression of IL-1 
activity and a'，-antitrypsin in cultur巴super同
natant of hepatocyte stimulated by IL-1. 
24 36 48 60 72 
日oursafter IL目 1s.timulation 
20 
Fig. 9. Synthesis of a'，-antitrypsin by hepatocytes 
after stimulation with IL1. Data w巴reex-
pressed as the ratio of a'，-antitrysin to 
albumin. 
10 
pg/m1 of EII 



























































3. Con A刺激に対する牌細胞の blastogenesis，牌
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